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 下が認められたものの,個々の遺伝子間でその程度にに差が認められ,RNF4αの寄与に応じて4グルー
 プに大別することができた(Table).グループ1に属する遺伝子では,麗NF4α発現抑制によりHM4αの
 標的遺伝子よりも顕著な発現低下作用が認められた.グループ2の遺伝子では,賢NF4α発現抑制により
 }{NF4αの標的遺伝子と同程度の発現低下効果が認められた。グループ3に属する遺伝子では,HNF侮
 発現抑制の効果はHNF4αの標的遺伝子に比較して弱かった.グループ4の遺伝子では,HNF4α発現抑
 制による影響を受けなかった。
 }{NF4α発現抑制によりmRNAレベルの低下が認められた薬物動態関連遺伝子の多くは,核内受容体
 pregna取eXrecep亡or(PXR)やconstitutlveandros重anereceptor(CAR)を介した転写潜性化を受けることが
 知られている。そこで,蚤{NF4αの発現抑制による薬物動態関連遺伝子の発現制御に関わる転写調節因子
 発現への影響を検討した。その結果,HNF4αはPXRおよびCARの発現にも関与することを明らかにした。
 さらに,HNF4α発現抑制による薬物代謝酵素および薬物トランスポーターの発現低下が,PXRあるいは
 CARの発現低下に起因する可能性をHNF4α発現抑制下でPXRあるいはCARを発現することにより検
 証した.その結果,PXR発現時にはいずれの薬物代謝酵素および薬物トランスポーターのmRNAレベ
 ルは変化しなかった。一方,CAR発現時には,CYP2B6mRNAレベルは上昇したが,それ以外のmRNA
 レベルは変化しなかった。これらの結果は,CYP2B6以外の薬物動態関連遺伝子の恒常的発現にPXRお
 よびCARが関与する可能性は低く,HNF4αが直接制御に関わる可能性が示された.
 P450に代表される薬物代謝酵素の多くは,薬物により誘導を受けることが知られており,その誘導
 機構は薬物の転写調節因子へ作用することによることが知られている。P450の代表的誘導剤を用いて
 P450分子種の酵素誘導に対するHNF4αの役割を検討した結果,HNF4αの発現掬制時においても薬物肝
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 よる各mRNAレベルの上昇は認められなかったことから,HNP4αは薬物応答性の転写活性化機構に対
 する関与は低いことが示唆された.しかしながら,HNF4αの発現を抑制した場合には,薬物誘導時にお
 いても薬物代謝酵素の絶対的な発現量レベルが低かったことから,HNF4αはこれら遺伝子の絶対的発現
 量を決定する重要な転写調節因子であることが示唆された.
 本研究の成果より,HN翼αは肝臓において転写調節因子の発現機構にも関与することから,これまで
 考えられてきた以上に数多くの薬物代謝酵素および薬物トランスポーターの常在発現および薬物誘導性
 の転写活性化に非常に重要な役割をもつことが明らかとなった.したがって,HNE4αは,正常な肝機能
 を維持するために肝機能調節遺伝子のみならず,薬物等の解毒排泄に関わる薬物動態関連遺伝子の発現
 調節に関わる支配的な転写調節因子であると考えられた.今後,HNF4αの薬物動態関連遺伝子の制御機
 構の詳細を個別に解明することは,薬物の体内動態の個人差の原因解明に向けた一助になると期待され
 る。また,今回構築したRNF4αsiRNA発現アデノウイルスは,外来異物の解毒排泄と糖代謝あるいは
 脂質代謝との関連を解明する上で有用なツールとなると考えられる.さらに,ヒト肝細胞およびアデノ
 ウイルスを組み合わせた実験系は,薬物動態関連遺伝子の発現機構を解明する上で非常に有用なツール
 となりうると考えられ,数多くの転写因子の発現アデノウイルスおよびsiRNA発現アデノウイルスを用
 いて転写因子間の協調的な作用を明らかにすることができると考えられる.
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 審査結果の要旨
 哺乳動物の肝臓に発現する核内受容体のHep2をocy麓nuclear蝕αor4α(HNF4α)は,多くの遺伝子の転
 写制御に関与する.特に,薬物等の解毒排泄に関わるチトクロームP450(餌50)をはじめとする薬物動
 態関連遺伝子の発現に関わっている.薬物動態関連遺伝子の発現制御機構を明らかにすることは,個体
 間の体内動態における薬物に対する反応性の差を解明する上で貴重な情報になり得ると考えられる。
 本研究では標的遺伝子の発現を特異的に抑制できるRNAipter伽ence(RNAl)に着目した.RNAiは,
 細胞内への標的遺伝子の過剰な導入が不要であることから,標的遺伝子の機能を明らかにする上で生体
 内における遺伝子発現機構を反映する1ηソi鱒実験系として有用である。遺伝子と転写調節機構の研究
 は,使用する細胞種により影響を受ける.例えば,ヒト肝由来培養細胞株における薬物動態関連遺伝子
 の発現は,本来の肝臓とは異なることが多い.ヒト初代肝細胞は本来のに近い機能を有するinvi曾0実
 験系として重要視されている.そこで,本研究では,ヒト肝臓での個々の薬物動態関連遺伝子に対す
 るHNF4α役割を解明することを目的として,RNF4αを標的としたsmaii醸e論貞ngRNA(s豊RNA)発現
 アデノウイルスを構築し,凍結ヒト肝細胞における薬物代謝酵素および薬物トランスポーター遺伝子の
 発現へのr{NF4α発現抑制の影響について検討した.ヒト肝細胞に頁NF4α一s沢NA発現アデノウイルス
 (A6h蹄4α一siRNA)を感染させると,感染量に応じて,HNF4αおよび標的遺伝子のm哀NAの低下が
 認められた.次にHNF蕪発現抑制下での薬物代謝酵素および薬物トランスポーターのmRNAレベルの
 変動を定量的に検討したところ,個々の薬物動態関連遺伝子間で9NF4αの寄与に差が認められた.
 HNF4α発現抑制により発現低下が認められた薬物動態関連遺伝子の多くは,核内受容体βreg鍛neX
 recep蹴(PXR)やco取st量tutive&ndrostanereceptor(CAR)を介した薬物などの転写活性化が知られている。
 そこで,薬物動態関連遺伝子の発現制御に関わる転写調節因子発現への影響を検討した結果,HNF4αは
 獣RおよびCARの発現にも関与することを明らかにした。さらに,HNF4α発現抑制下で発現低下が認
 められた薬物代謝酵素および薬物トランスポーターが,PXRあるいはCARの発現低下に起因する可能
 性をHNF4α発現抑制下でPXRあるいはCARの過剰発現することにより検証した.
 本研究の結果,HNF4αは肝臓は,これまで考えられてきた以上に数多くの薬物代謝酵素および薬物ト
 ランスポーターの常在発現および薬物等の外来異物による転写活性化に非常に重要な役割をもつことが
 明らかとなった。さらに,ヒト肝細胞および核内受容体発現アデノウイルスベクターを組み合わせた実
 験系は,薬物動態関連遺伝子の発現機構を解明する上で非常に有用なツールとなると考えられ,数多く
 の転写因子のヒト肝細胞およびアデノウイルスを組み合わせた実験系は,薬物動態関連遺伝子の発現機
 構を解明する上で非常に有用なツールとなりうると考えられる。数多くの転写因子のsiRNAアデノウイ
 ルスベクターを用いて転写因子間の協調的な作用を明らかにすることで,生体内における薬物代謝酵素
 および薬物トランスポーターの複雑な発現機構の解明の手法になりうると考えられる.よって,本研究
 は博士論文に値するものと判断した.
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